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1 1 试验样品 药品名称: 复方聚甲酚磺醛软膏, 批号:
10071、10091、10101, 来源:由某进口企业提供。
1 2 验证用仪器 HTY-2000 型智能集菌仪、一次性无菌过
滤器、电动吸液枪等。
1 3 验证用菌种 金黄色葡萄球菌 CMCC( B) 26003 ; 大肠
埃希菌 CMCC( B) 44102 ;枯草芽孢杆菌 CMCC( F ) 63501 ;
白色念珠菌 CMCC( F) 98001 ; 黑曲霉 CMCC( F ) 98003 , 铜
绿假单胞菌 CMCC( F) 10104 均由中国食品药品检定研究院
提供。
1 4 验证用培养基及稀释剂 pH7. 0 无菌氯化钠- 蛋白胨





2 1 菌液制备 取经 35~ 37 培养 18~ 24h 的金黄色葡
萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌的肉汤培养物 1mL 加
9mL 灭菌生理盐水, 采用 10 倍递增稀释法, 稀释至 10- 5~
10- 7 ,控制细菌数约为 50~ 100cfu mL - 1。 取经 23~ 28
培养 18~ 24h 的白色念珠菌液体培养物 1mL 加 9mL 灭菌生
理盐水,采用 10 倍递增稀释法, 稀释至 10- 5~ 10- 7, 菌数约
为 50~ 100cfu mL - 1。 取经 23~ 28 培养 7d 的黑曲霉菌
斜面培养物,加 3~ 5mL 灭菌生理盐水洗下霉菌孢子, 采用管
口带有薄无菌棉花的毛细吸管吸出菌液, 取 1mL 加 9mL 灭
菌生理盐水,逐管 10 倍稀释为 10- 4, 菌数约为 50~ 100cfu
mL - 1。
2 2 供试液制备 每批各取供试品10g, 加 pH 7 0无菌氯化
钠-蛋白胨缓冲液至 100mL, 再加入 1%的吐温- 80, 混匀, 作
为 1 10 的供试液。
2 3 细菌、霉菌及酵母菌计数验证试验
2 3 1 细菌、霉菌及酵母菌计数先采用直接接种法进行试
验, 计算各试验菌株的回收率。回收率( % ) = { (试验组平均
菌落数- 供试品对照组平均菌落数) /菌液组平均菌落数}
100%。试验组: 各取每批 1 10 供试液 1mL 和试验菌液
1mL,分别注入平板中, 立即倾注相应琼脂培养基, 每株试验
菌平行制备 2 个平板, 按平皿法测定其菌数。菌液组:取试验
菌液 1mL注入平板中, 立即倾注相应琼脂培养基, 每株试验
菌平行制备 2 个平板, 测定所加的试验菌数。供试品对照组:
各取 1 10 供试液 1mL 注入平板中, 按试验组操作 , 不加菌
液, 平行制备 2 个平板,测定样品本底菌。计算各试验菌株的
回收率(见表 1)。
从表 1 的回收率看, 白色念珠菌和黑曲霉菌的回收率均
大于 70% , 故霉菌和酵母菌数可采用直接接种法, 由于聚甲
酚磺醛具有较强的抑菌作用,大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌的回收率均小于 70% , 故考虑细菌采用薄膜过
滤法。
2 3 2 薄膜过滤法:试验组: 取 1 10 供试液 1mL , 至 100mL
蛋白胨水, 全量过滤,用 pH 7 0 氯化钠-蛋白胨缓冲液冲洗 2
次, 每张滤膜每次冲洗量为 100mL, 在最后一次冲洗中加入
1mL的细菌菌液, 取出滤膜, 菌面朝上贴于相应的培养基平
板上, 每种细菌平行制备 2 张滤膜, 置规定温度中培养 48h。
菌液组: 分别取大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌
各 1mL, 至 100mL 蛋白胨水, 全量过滤, 取出滤膜, 菌面朝上
贴于相应的培养基平板上,每种菌平行制备 2 张滤膜, 置规定
温度中培养 48h。供试品对照组: 取 1 10 供试液 1mL, 至
100mL 蛋白胨水, 全量过滤,用 pH 7 0 氯化钠-蛋白胨缓冲液
冲洗 2 次,每张滤膜每次冲洗量为100mL, 取出滤膜贴于相应
的培养基平板上, 平行制备 2 张滤膜, 置规定温度中培养
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表 1 计数验证菌各菌株回收率结果
组别
大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉菌
实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3
试验组 菌种 29 27 31 39 42 31 22 27 28 93 95 83 71 76 68
计数 33 29 33 33 36 30 26 29 28 88 97 85 70 78 64
均值 31 28 32 36 39 30 24 28 28 90 96 84 70 77 66
菌液组 菌种 70 75 79 96 92 97 76 80 72 102 111 97 79 86 83
计数 72 73 81 94 89 92 82 81 74 93 106 99 77 85 82
均值 71 74 80 95 90 94 79 80 73 98 108 98 78 86 82
供试品对照组 菌种 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
计数 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
均值 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
回收率% 44 38 40 38 43 32 30 35 38 92 89 86 90 90 80




实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3
试验组 菌种 51 54 49 77 63 60 46 48 45
计数 50 50 51 77 67 64 42 49 46
均值 50 52 50 77 65 62 44 48 45
菌液组 菌种 59 62 51 88 72 68 59 60 52
计数 56 58 55 86 71 69 61 59 53
均值 58 60 53 87 72 68 55 60 52
供试品对照组 菌种 0 0 0 0 0 0 0 0 0
计数 0 0 0 0 0 0 0 0 0
均值 0 0 0 0 0 0 0 0 0
回收率/ % 85 87 88 88 90 91 80 80 87
实验 1: 10071,实验 2: 10091,实验 3: 10101
回收率均大于 70% ,故细菌数可采用薄膜过滤法
2 4 控制菌检查方法的验证 因本样品为外用制剂, 所以要
对金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌进行控制菌验证试验。
2 4 1 控制菌常规检查方法: 试验组: 分别取 3 批样品的 1
10 供试液 10mL, 分别加入相应的 100mL 的乳糖胆盐培养基
或 100mL 的乳糖胆盐培养基, 同时加入相应的金黄色葡萄球
菌或铜绿假单胞菌的菌液1mL, 置 35 培养 24h, 取上述培养
物, 划线接种于甘露醇氯化钠琼脂培养基或溴化十六烷基三
甲铵琼脂培养基平板上, 置 35 培养 24~ 72h,观察结果(见
表 3)。
表 3 控制菌常规检查方法
组别 培养基 试验组 阴性对照组 培养基 试验组 阴性对照组
实验 1 营养肉汤 - - 乳糖胆盐培养基 - -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长
实验 2 营养肉汤 - - 乳糖胆盐培养基 - -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长
实验 3 营养肉汤 - - 乳糖胆盐培养基 - -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 无菌落生长 无菌落生长
实验 1: 10071,实验 2: 10091,实验 3: 10101
从表 3 可看出控制菌常规检查法不能检出。
2 4 1 控制菌薄膜过滤法:试验组:分别取 3 批样品的 1 10
供试液 10mL, 至 100mL 蛋白胨水, 全量过滤,用 pH 7 0 氯化
钠-蛋白胨缓冲液冲洗 2 次,每张滤膜每次冲洗量为 100mL ,
在最后一次冲洗中加入 1mL 的金黄色葡萄球菌或铜绿假单
胞菌的菌液, 取出滤膜分别加入相应的 100mL 的乳糖胆盐培
养基或 100mL 的乳糖胆盐培养基, 置 35 培养 24h, 取上述
培养物, 划线接种于甘露醇氯化钠琼脂培养基或溴化十六烷
基三甲铵琼脂培养基平板上, 置 35 培养 24~ 72h,观察结果
(见表 4)。
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表 4 控制菌薄膜过滤法
组别 培养基 试验组 阴性对照组 培养基 试验组 阴性对照组
实验 1 营养肉汤 + - 乳糖胆盐培养基 + -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长
实验 2 营养肉汤 + - 乳糖胆盐培养基 + -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长
实验 3 营养肉汤 + - 乳糖胆盐培养基 + -
甘露醇氯化钠琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长 溴化十六烷基三甲铵琼脂培养基 典型菌落生长 无菌落生长
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摘要:目的 建立高效液相色谱法测定石黄抗菌胶囊中黄芩苷含量的方法。方法 采用 C18柱 ( 250mm 4 6mm, 5 m) ,流动相为甲醇-水-冰
醋酸( 50 50 1) ,流速为 1 0mL min- 1,检测波长为 278nm。结果 黄芩苷在 15 025~ 72 125 g mL- 1范围内线性关系良好( r= 0 9999 ) ,加样
回收率为 98 94% ( RSD% = 2 65% , n= 5)。结论 本方法简便、准确、重现性好,且分离效果好,专属性强,可用于石黄抗菌胶囊中黄芩苷的含
量测定。
关键词:石黄抗菌胶囊;黄芩苷;高效液相色谱法;含量测定
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1 1 仪器 LC-2010AHT 高效液相色谱仪 (日本岛津制作
所) ; BS-210S 型电子分析天平(德国赛多利斯集团公司) ; KQ-
250DE 超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。
1 2 试药 黄芩苷对照品(中国药品生物制品检定所 批号:
110715-201016供含量测定用) ;石黄抗菌胶囊(广西某制药有
限公司 批号: 110601、110605、110616) ; 甲醇为色谱纯, 乙醇
和冰醋酸为分析纯;水为超纯水。
2 方法与结果
2 1 色谱条件 以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂, 流动相
为甲醇-水-冰醋酸 ( 50 50 1) , 流速为 1 0mL min- 1 , 进样量









备液 10mL 置 100mL 量瓶中,
加甲醇至刻度, 进样 10 L。
2 3 供试品溶液制备 取20
粒石黄抗菌胶囊的内容物, 研细、混匀, 取约 0 6g ,精密称定,
加 70%的乙醇 40mL , 超声 2h, 滤入 100mL 量瓶中, 用少量
70%的乙醇洗涤容器和滤渣, 滤液滤过, 滤液合并入量瓶中,
加 70%的乙醇至刻度,摇匀, 精密量取 1mL 置 10mL 量瓶中,
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